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論文内容要旨
転写因子 Nrf2は、酸化ストレスや親電子性ストレスに応答して抗酸化や解毒代謝に関わる生体防
御遺伝子群の転写を誘導し、レドックス恒常性を維持する。通常、 Nrf2 は Keap1 をアダプターと
するユビキチン E3 リガーゼによりユビキチン化され分解されている。活性酸素種や親電子性物質
などが Keap1 のシステイン残基を修飾すると、 Keap1 は失活して Nrf2 の分解が停止する。その結
果 Nrf2 は核に蓄積して生体防御遺伝子群の転写を活性化する。 Nrf2 がポリユピキチン化され、ユ
ビキチン・プロテアソーム系により分解されていることは非常によく知られているが、その制御因子
である Keap1 の代謝回転機構については詳細な解析はされていない。
オートファジーは、細胞飢餓時におけるアミノ酸供給やタンパク質および細胞小器官の代謝回転、
また変性タンパク質の除去において重要な貢献を果たしており、タンパク質分解機構のひとつとし
て知られている。肝臓特異的 Atg7欠損 (Atg7-Alb) マウスは肝臓でオートファジー不全を呈し、同
マウスの肝細胞では、オートファジーの特異的な基質である p62 の異常蓄積と p62、ユビキチンお
よび Keap1 陽性の封入体が観察され、肝障害を呈する。
本研究では、オートファジーに必須である Atg7 および p62 の欠損により、細胞内の Keap1 タン
パク質レベルが増加することを見いだした。さらに、オートファジー阻害剤を HepG2 細胞株に添加
すると、 KEAP1 タンパク質が著明に増加した。逆に、オートファジー誘導剤を添加すると KEAP1
タンパク質は減少した。一方、プロテアソーム阻害剤処理では、 KEAP1 タンパク質はほとんど影響
を受けなかった。これらの結果から、 Keap1 はオートファジーにより分解され、それは p62 に依存
することが示された。さらに Keap1 のシステイン残基、とくに C151 を修飾する親電子性試薬を
HepG2 細胞に作用させると、 KEAP1 タンパク質の分解が充進した。しかし、興味深いことに、細
胞内の KEAP1 タンパク質量はほぼ一定に維持されていた。 KEAPl遺伝子の転写レベルを調べると、
親電子性試薬の添加により KEAPlmRNA が増加することがわかった。以上の結果は、親電子性物
質により KEAP1 の分解が充進すると同時に、新規合成も充進して、親電子性物質に対する応答能
が維持されることを示唆する。
Atg7欠損によるオートファジー不全マウスは、p62 を異常蓄積して Nrf2 を活性化する (Komatsu
et al., 2010)。このマウスでみられる肝障害は、 p62 あるいは Nrf2 を欠損させると改善する一方、
Keap1 を欠損させると悪化した。オートファジー不全マウスにおける肝障害の原因が、 p62 による
Nrf2 活性化なのか、あるいは Keap1 欠損による Nrf2 活性化なのかは明らかで、なかった。そこで、
オートファジーと Keap1-Nrf2 システムに関わる因子の複合欠損マウスを作製した。 Atg久 Keapl、
および p62遺伝子を欠失させた三重欠損マウス (Atg7/Keap1-Alb/p62-1ー )では、オートファジー不
全マウスでみられる肝肥大や肝障害といった表現型は改善されなかった。さらに Atg7，. Keapl およ
にυ??9“ 
びルE遺伝子を欠失させた三重欠損マウス(Atg7/Keap1-Alb/Nrf2一/一)では、その表現型がほぼ改
善された。以上より、オートファジー不全における肝障害の因子は Nrf2 活性化にあると考えられた口
本研究は、オートファジーの特異的な基質として初めて Keap1 を同定した。また Keap1 の分解
と合成のバランスにより、細胞内の Keap1 量は一定に保たれ、レドックス恒常性が維持されること
が明らかにしたD さらにオートファジー不全における肝障害の因子は Nrf2の活性化にあることを示
した。
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本研究は、ストレス応答に重要な因子である Keap1-Nrf2システムに着目し、 Keap1 がオートファジーに
より分解されること、またオートファジー不全における肝障害が Nrf2活性化によるものであることを明らか
にした研究である。
近年、癌細胞における Nrf2の恒常的活性化が細胞増殖や抗癌剤耐性を促進することがわかってきた。その
メカニズムとしては Keapl もしくはルβ遺伝子変異、または p62 過剰蓄積などが報告されている。特に肝
細胞癌では、前者の遺伝子変異はほとんど見つかっておらず、 p62 の過剰蓄積としづ新規の Nrf2活性化メカ
ニズムが主要であると考えられる。オートファジー不全マウスでは p62 蓄積、肝障害が継続し、約 12 ヶ月で
肝腫療の発生が認められる。肝腫虜発生には、 Nrf2 の標的遺伝子以外のオートファジーにより分解を受ける
べきタンパク質の蓄積、それに伴うミトコンドリアや DNA 障害など多様な因子が関わっていると考えられる
が、様々な癌においてオートファジーと発癌の報告もされており、今後の解析やヒトサンプルからの解析など
が期待されるところである。
以上のように、本研究はオートファジーと Keap1-Nrf2システムの関わりに関して、 In vitro および invivo 
での詳細な解析を行った研究であり、質・量ともに博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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